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喬 螢
イ ン フ ル エ ソ ザ ウイ ル ス 粒子 形成の 初期 の 階段 で . 核内で 合成 され た ウイ ル ス ゲ ノ ム R N A (virio nR N A, VR N A)が リ ボ
核蛋白質 (virio n ribo nucle opr otein, VR N P)の 形で核孔 を通 っ て 細胞質 へ 輸送 され る｡ 次に 細胞質の 中を細胞膜 まで 移動 し , そ
こ で粒子形成 , お よ び 出芽が起 こ る と考 え られ て い る . 本研究の 前半で は vR N Pの 核か ら細胞質 へ の 輸送 に つ い て 解析 した ･
まず野生株(A/W S N/33)に よ っ て 核内で合成 された ウイ ル ス RNA が, そ の 後細胞内を どの 様に 移動する か を固定細胞 ハ イ プ
リダイ ゼ ー シ ョ ソ 法で 調べ た . m R N A は感染初期か ら細胞質 へ 輸送 され るの に 対 し , ゲ ノ ム R NA は感染後 2時間 ほ核 に 止
ま っ た . そ の 後細胞質 へ 移動 し, 6時間に は約50%が 細胞質 に分布 した . 次に 感染後期過程 に 障害を持 つ 高温感受性変異 ウイ
ル ス ts-51株 の 解析を行 っ た . 塩基配列解析 に よ り , こ の 株は 第 7 ゲノ ム 分節 に コ
ー ド され る M l蛋白質に 単 一 の ア ミ ノ 酸置
換(79番目の フ ェ ニ ー ル ア ラ ニ ソ が セ リ ソ に 変 化)を持 つ 事が 明 らか とな っ た｡ 非許容温度下 で の ts-51株感染で ほ l 感染後期
(6時間) と な っ て も vR N Aの95% 以上 は核 に 止 ま っ た ま まで あ っ た . M l蛋白質の 細胞内分布 に も異常が見 られ 大部分 が核内
に 蓄辞 し , 野生株 の 様 に 核, 細胞質の 両方に 分布す る事は な か っ た . 一 方 m R N Aの 核 か ら細胞質 へ の 輸送に は 異常 は な く ,
Ml 蛋白質の 安定性や 合成量 に も異常 ほ な か っ た . 以 上 よ り M l蛋白質 が vR N PqMl 複 合体 の 形成 と い う 過程を経 て ,
vR N Pの 核か ら細胞質 へ の 輸送に 機能する事 が 示 唆され た . ts-51の M l ほこ の 複合体形成 ほ行 う事が で き るが , こ れ を細胞
質 へ 輸送す る こ と が でき ない . 本研究の 後半 で は , 細胞膜 での ウイ ル ス 粒子 形成過程に つ い て 解析 した ･ ウイ ル ス 膜糖蛋白質
の 1 つ , N A蛋白質の N 末端は膜から細胞質側(ウ イ ル ス 粒子で は 内陸側)に 突き出て お り , それ 故に 粒子形成や出芽に 重要
である と考 えられて きた . N 末端の 最初の 6ア ミ ノ 酸の 配列 (細胞質部位) は A 型 ウ イ ル ス 間では 完全に 保存 されて お り , 次
に 続く 6 ア ミ ノ 酸の 配列(膜貫通部位)の 保存性も よ い . A 塑ウ イ ル ス の こ れ らそれ ぞれ の 部位 を B 型 ウイ ル ス の 相当す る部
位に 置換 した変異 N A遺伝子を合成 し , そ れ らを 第 6 ゲノ ム 分節 とす るウイ ル ス が 回 収 され るか どうか を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ソ 実験 に よ り調 べ た . こ れ ら 2 つ の 部位 の 構造は , 感染性粒子形成(N A茸白質の ウイ ル ス 粒 子 へ の 取 り込み , ウイ ル ス 粒子 形
軋 出芽ま た は感染の い ずれか の 過程) に 対 し て重要な働きを して い る事が示 され た . また こ れ らの 部位の ア ミ ノ 酸 配列 そ の
もの の 厳密性が要求 され る の でほ な く, こ の 部分 の 二 次構造以上 の 構造が重要で ある こ とも示 され た ･
Key w ords influe n z a virus, nuCle ar-CytOpla s mic tra n sport, m atrix protein, n e u r a minida s e,
re v er se ge netics
イ ン フ ル エ ソ ザ ウイ ル ス の ゲ ノ ム は 8本 に 分節化 した マ イ ナ
ス 鎖 (｡ egative str a nd) R N A から な り , 各 々 あゲ ノ ム R N A
(virio nR N A, VR N A) 分節は 1 な い し 2種類 の ウイ ル ス 蛋白質
を コ ー ド して い る
1浮}
. ウイ ル ス 粒子(図l) 中で , VRN A分節は
そ れ ぞれ 個別に 核蛋白質 (n u cleoprotein, N P)に 覆わ れ (10数塩
基あた り 1分子 の N P が結合), コ イ ル 状の 構造を 形成 し, さ ら
に 二 つ 折れ に な っ た コ イ ル が 相互 に 巻 い て 二 重ラ セ ン 構造 を形
成する3). こ の 構造体 の 一 方の 端 に は ウイ ル ス R N A ポ リメ ラ ー
ゼ (P Bl, P B 2, P A 3種の サ ブ ユ ニ ッ トか らな る)が結合 して い
る の が 免疫電辟 で 観察 され て い る
4)
. ウ イ ル ス 粒 子 中に 存在す
る こ の vR N Aと 蛋白質の 複合体 は よ リ ボ 核蛋白質 (ribo n u cト
eopr otein, R N P) と呼ばれ 少なく とも1組以上 の 数 の VR N P
が宿主細胞由来 の月旨質 二 重膜 , すな わ ち エ ン ベ ロ ー プ に 包まれ
て 感染性粒子 を形成す る . こ の エ ン ベ ロ ー プ に は 3種輯の ウイ
ル ス 表層糖蛋白質, すな わ ち赤血 球凝集素蛋白質(he m aggluti-
平成6年12月27日受付, 平成 7年1月30 日受理
Abbr eviatio n s :B S A, bovin e s eru m albu min; D E A E,
m ediu m; D M S O, dim ethylsulfoxide; FCS, fetal
hem agglutinin ; M l, m atrixl protein ; M 2 m atrix2
nin, H A), ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 蛋白質(n eu ra minida s e, N A), お よ
び 少量存在す る マ ト リ ッ ク ス 2 (m atrix2, M 2) 蛋白質が貫通 し
て お り, こ れ ら の 蛋白質の ＼ 末端 (N A) また は C 末端 (H A,
M 2) 側が 膜 の 細胞質側 に 突き出 て い る . エ ン ベ ロ ー プ と
vR N Pの 間に は ウイ ル ス 粒子中に 最も多量 に 存在す る マ ト リ ッ
ク ス 1 (m atrix , M l)蛋白質が存在 して い るが , そ の 正 確な 配置
に つ い て は 分か っ て い な い . M lほ vR N Pに 結合す る こ と が 知
られ て お り,
ニ 方で は エ ン ベ ロ ー プの 裏う ち をす る よ うな 形で
配置 され て い る よ うな の で , VR N P とエ ン ベ ロ ー プ , また ほ 表
層糖蛋白質と を 連結する働き を して ウイ ル ス 粒子形成 に 重要な
役割を持 つ と 考え られ て きた
2)
.
イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス は感染 に 際 し , 細胞表面の シ ァ ル 酸
に 結合 し , レセ プ タ ー 仲介性 の エ ン ドサ イ ト ー シ ス (re c eptor-
m ediatede ndo cyto si) で 細胞内 に 侵入 し, エ ン ド ゾ ー ム に 運ば
れる . エ ン ドゾ ー ム の 酸性環境中で次 の 二 つ の 事が 起 こ る . 山





cal fseru m ; FIT C, fluor e s c ein is othiocya n ate; H A,
protein ; M D B K, M adin-Darby bovine kidney ; M D C K,
イ ン フ ル エ ソ ザ ウイ ル ス の 粒子形成
つ は M 2蛋白質の 働きに よ り , エ ン ド ゾ ー ム の プ ロ ト ン が ウイ
ル ス 粒子内に 汲み 込 ま れ 酸性化す る事 に よ り , M l蛋白質と
R NP, お よ び エ ン ベ ロ ー プ と の 結合 が切れ る事で ある . もう 一
つ は H A蛋白質 の 構造変化が起き , そ の 働きに よ りウ イ ル ス エ
ン ベ ロ ー プと エ ン ド ゾ ー ム の膜 融合が起き, 粒子 内の R N P が
細胞質内 へ 放出 され る事 で あ る . す なわ ち M lの 殻を 脱い だ 遊
離の R N Pが 細胞質中に 放出 され , こ れ は直 ちに 能動輸送 に よ
り核孔か ら核内に 運ばれ る こ と に な る6)(遊離した M lも受動的
に 核孔か ら核に 入 るが , こ れ は ウ イ ル ス 増殖 に ほ 不 要で あると
考 え られ て い る). 核 内 へ 入 っ た R NP ほ転写 , 翻訳 され , ウイ
ル ス 蛋白質の 合成 が起き , 引き続き複製 が進行す る7) . 合成 さ
れ た N P蛋白質と ウイ ル ス R N A ポ リメ ラ ー ゼ は 直ち に 核に 輸
送 され (そ れ ぞれ の 蛋白質が持 つ 核 輸送 シ グ ナ ル に よ る), 新生
され た vR N Aと複合体を形成 し R N Pを形成する . 一 方 , ウイ
ル ス 蓑在蛋白質､ H A, N A, M 2 は粗面小胞体上 で 合成 され た
後 巨 細胞の 蛋白質輸送経路に 乗 っ て膜蛋白質 と して 細胞表面に
運ばれ , 尖頂部(apic alr egio n)に パ ッ チ 状に 分布す る . 核内で
形成 され た R N P は核孔か ら細胞質 に 入 り , 細胞膜直下 に 到
り , ウイ ル ス 蓑在蛋白質が分布す る部位 に 集合する . M l蛋白
質も , こ の ウイ ル ス 粒子形成中間体 の どこ か に 組み入 れ られ る
はずで ある . また 細 胞膜直下 へ の R N Pの 集合 に は ▲ H A や
N A蛋白質の 細胞質側に突き出た部分(こ の 部分に ほ 亜 型内で
よく保存され た ア ミ ノ 酸配列がある)が重要な働き を し て い る
と考え られ て い る . 細胞膜直下で の 集合の 後 t R N P-M l複合体
(n u cle o c apsid, ヌ ク レ オキ ャ ブ シ ド) は , こ の 部分の 細胞膜 を
被 っ て 出芽 に よ り細胞外 へ 出る . こ の 様に して 脂質 二 重膜で覆
わ れ た ウ イ ル ス 粒子が 形成 さ れ る と 考 え られ て い る . しか し
R ∵P が核か ら輸送 され 出芽する ま で の 機構 に つ い て は , ほ と
ん ど分か っ て い な い . 最近 Martin ら6)8)ほ免疫組織化学的な方
法で 一 イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 感染 での R N Pの 核 へ の 侵入 ,
お よ び新生 R N Pの 核か ら の 搬出過程を解析 した . 彼等の 結果
に よ れ ば , 両 方の 過程 に お い て M l蛋白質が非常 に 重要な役割
を果た して い る事が 示 され た .
Viru s｢ 廻
Lipid bi[aye r
Fig･ 1･ A schem atic diagr a m of the str u ctur e of the
influ e n z a virio n･ T he virion particle c o ntain s vR N Ps,
Which c o ntain the 8 ge n om e segm e nts s epar ately. The
N Sl pr oteinis n otin c o rporated in the virio n.
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本研究で は Ml 蛋白質の 高温感受性(tempe ratu re- S e n Sitiv e,
ts)変異株 ウイ ル ス を 用 い , R N Pの 核 か ら細胞質 へ の 輸 送 に
M l蛋白質が どの ように 関与する か に つ い て 調 べ た別 . さ ら に
A 型ウイ ル ス で 非常に よく保存 され て い る N A蛋白質の N 末
端側の ア ミ ノ 酸配列(こ の 部分 は 膜 の 細胞質側 に 存在 して い
る) が , ウイ ル ス 粒 子形成過程に どの 様に 関与す るか に つ い て
逆向き遺伝学(r e v ers eg n etic s) の 方法を用 い て研究 した .
材料および方法
Ⅰ . 使用細胞
ウ シ 腎臓由来の Madin -Darby ウ シ 腎 (MadinLDa rby bovin e
kidn ey, M D B K) 細胞ほ1 0%牛胎 児 血 清 (fetal c alfser u m.
F C S) と , 最終濃度4%の ビ タ ミ ソ を 加 えた Dulbe c c o変法
Eagle 培地(Dulbecco
'
s m odified Eagle
'
s m ediu m, D M E M)で
37 ℃ で培養 し た . イ ヌ 腎 臓 由来 の Madin-Darby イ ヌ 腎
(Madin -Darby c a nin ekidn ey, M D C K) 細臥 お よ び ヒ ト胎児細
胞由来の 293細胞ほ10% F CS添加 D M E M培地に て37 ℃ で培養
した .
Ⅱ . 使用ウイ ル ス
A 型イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス W S N株野性株 (A/W S N/33)
は0･2% 牛血 清ア ル ブ ミ ン (bo vin e s er u malbu min e,B S A) 添加
燐酸緩衝生理食塩水(金属イ オ ン 無添加)(pho sphate-buffer ed
S aline witho ut m etal ions, P B S A)で 希釈 し, M D B K細胞 に 感
染多重虔(m ultiplicity of infection. m . 0 . i.)0.01で 室温30分間
吸着 させ , P B S Aで よく洗 っ た後0.2% B S A添加 D M E M培地
を加 えて37 ℃20時間培養した . そ の 培養液を集め , 8,000rpm 4
℃ で10分間遠心 し, そ の 上 清 を - 8 0 ℃ で保存 し感染 に 使用 し
た . W S N株の 高温感受性変異 ウイ ル ス ts-51寸射Olは温度を34 ℃
に 下げて 同様に 培養 した後 , 遠心 して - 80 ℃で保存 した .
ウイ ル ス 感染力価の 測定は ウイ ル ス 原液 を 0.2 % B S A添加
PB S Aで 10-6, 10~4, 10- 2 に 希釈 した も の を1 00% 生長の 単層
M D C K細胞に室張30分間吸着させ て か ら , そ の 上 に 0.6%ア ガ
ロ ー ス (45 ℃) と 0.2 % B S A添加 D M E Mの 混合物 を重層 し
た . W S ＼ とts-51 ウイル ス ほ , そ れぞれ37 ℃ 2 日間, 34 ℃ 3 日
間培養 しプ ラ ー ク数を数え た .
A/P R/8/34株 ウイ ル ス (トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実験で 用い る
ウイ ル ス コ ア 蛋白質の 大量精製用), お よび W S N-H K株11)ウイ
ル ス (ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実験で 用 い る ヘ ル パ ー ウ イ ル ス ,
N A遺伝子 ほ H K/1/68株由来, 他の ゲ ノ ム 分節 は 全て W S N
株由来) はい ずれ も常法に 従 っ て1 0 日目 の ふ 化鶏卵 で37℃ , 2
日間培養した .
Ⅲ . 第7分節vRNA の塩基配列分析
l . vR N Aの 抽出
Ⅱの 方法で 感染 さ せ た M D B K細胞 に5 0% 以上 の 変 性が起
こ っ た時 , 培養液と 感染細胞 を集め て凍結融解 卜 80 ℃1 5分間
と37 ℃15分間) を三 回繰 り返 し て 細胞 を壊 し , 8,000rpm , 4 ℃
で1 0分間遠心 した . そ の 上清液を 35,000rpm 4 ℃で45分間超遠
心 し (ロ ー タ ー : R P 42, 超遠心機 : Hitachi 5 5P-72, 日 立 製作
所 , 東京), 得 られ た沈殿 を22 ゲー ジ の 注射針を用 い て N T E緩
衝液(150m M NaCl, 40m M Tris- H ClpH 7.6,1m M E D T A)に 浮
Madin-Darby c a ninekidn ey; m ･ 0･i･ , m ultiplicity of infe ctio n; N A, n eu ra minidase; N P, nuCleoprotein; P B S A,
phosphate -buffer ed salin e witho ut m etal io ns; RNP, ribo n ucleoprotein ;tS, te mperatur e-S e n Sitiv e; VR N A,
Virio nR N A; VR N P, Virio n ribon ucle oprotein
66
遊 さ せ た . こ の 液 (4 血) を20% (w/v) サ ッ カ ロ
ー ス を 含 む
N T E緩衝液の ク ッ シ ョ ン (1ml)上 で 35,00rpm , 4℃ で50分間
超遠心(ロ ー タ ー : R P S 50) して ウイ ル ス を沈殿 させ た
12)
･ こ の
純化 され た ウイ ル ス を T M K緩衝液 (1 0mM Tris
- H CIpH7･5,
10m M K Cl, 1.5m M MgCl2) に 浮遊 さ せ て 吸 光 度 (O D224と
OD23｡)を測定 し蛋白量 が 5 ¶ 10m g/ml とな る よう に した ･ こ の
液 に S D S と プロ テ ナ ー ゼ K(M erk, Rahw ay, US A) を そ れぞ
れ0.3% と 0.5m g/mlと な る よ う に 加え56 ℃1 5分 間処 理 した
後 , 0 .8% SD S, 0.01 M C H,C O O Na (pH5), 0･14M LiCl と し
た
13)
. そ こ へ 等 量 の フ ェ ノ ー ル を 加え て5 6 ℃ 5分間振塗 し ,
8,000rpm , 5分間遠心 して 氷 層を得た . 同様 に フ ェ ノ
ー ル 抽出
をもう 一 度繰 り返 した 後 , 室温 で
一 度 ク ロ ロ フ ォ ル ム 抽出を し
た . 得 られた 水層 か ら エ タ ノ ー ル 沈 殿に よ り vR N Aを 回収 し ,
5JLg/FLl とな る よ う に T E 緩衝液 (10m M Tris-H Cl･ 1m M
E DT A) に 溶解 した .
2 . プ ラ イ マ
ー の 合成
逆転写 P C R法
1叫 5)の た め に 第 7 ゲノ ム 分節の 塩基配列
2g)
を 参
考 に し て 因 4 に 示 す よ う に 2 組 の プ ラ イ マ
ー
, す な わ ち
Ec oM,, Ec oM2 と , Ec oM,, EcoM4 を 調製 した . プ ラ イ マ ー の
.5
,
末端側 に は Ec oRI認識配列を附加 した(下線の 部分)･ そ れ ぞ
れ の 塩基配列 ほ次 の よう で ある .
Ec oMl(5
,
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'
)
こ れ ら の 合成は D N A合成機(A BI 380B D N A Synthesiz er,
Ap plied Bio syte m s, Fo sterCity, U S A) で 行 い , O P C-カ ー ト
リ ッ ジ (Applied Bio syste m s400771, Ap plied Biosyte m s)で 精
製 した 後 T E緩衝液に溶か して 25恥M と した .
3 . 逆転写 P C R法に よ る ゲノ ム R N Aの CD N Aの 増幅 , お
よ び プ ラ ス ミ ドの 構築
まず vR N Aを 鋳型 と し て 逆転写反応を行 っ たヤ . 反 応液
(20FLl)は 次の 観成 を持 つ . 5FLg VR N A, 上 で 述 べ た プ ラ イ マ
ー 各
50n m ol, 200ユ ニ ッ ト (U)逆転写酵素(B RJ･ Supers cript
TM
R Nas eH Re v er s eTra ns cripta s e, B R L, Gaithersburg , U S A), 各
2m M の d A TP, d C T P, d G T P, d T T P, 50rnM Tris-H Cl
(pH 8.3), 40m M KCl, 6m M MgC12, 0･01 M ジチ オ ス レ イ ト
ー ル ･
反応ほ37 ℃, 15分間行 っ た . 引き続き PC Rを 行うた め 上述反
応液 に 10x P C R反応液(0.5 M K Cl, 0.1 M Tris- H ClpH8･3)
10pl, 5 U Taq ポ リ メ ラ
d ゼ (Amplit aq D N A Polym er as e,
Perkin Elm er-Cetu s, Nor w alk, U S A), お よ び H20 を 加 え
100〃1 と して , 94 ℃30秒 , 50 ℃ 2分 , 72 ℃ 3分間の サ イ ク ル を
30回行 っ た . 反 応産物を1.2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気泳動 で 分離
し 正 しい 鎖長の バ ン ドを ゲ ル か ら回 収 し Ec oRIで 切断 した .
こ の 断片 を pU C l18に 挿入 しEs cherichia c oli D H5α 株 で ク
ロ
ー ニ ン グ した .
4 . プ ラ ス ミ ド D N Aの 調製
ア ル カ リ溶菌法 に よ り行 っ た1
8I
.
5 . 塩 基配列決定方法
4の 方法 で 抽出 した プラ ス ミ ド D N A から R N A を除く た め
R Na se 処理 を し, 等用量の1 6%ポ リ エ チ レ ン グ リ コ q ル ー3･4 M
NaCl 混液を加 え プ ラ ス ミ ド D N A を沈殿させ , 上 清 に 残 っ た
R N A断片 を除 い た . こ の DNA を フ ェ ノ ー ル ー ク ロ ロ フ ォ ル
ム 抽出後 エ タ ノ ー ル 沈殿 し , T E緩衝液 に 溶か して 1鵬 ル1と な
るよう に した . D N A 4FLg を 0.08 M NaOH-0.16m M E D T A混液
の 中 で 室温 5分 で 変性 させ て か ら酢酸カ リ ウ ム で 中和 し, エ タ
ノ ー ル 沈殿 を 2 回繰 り返 し, さ ら に80% エ タ ノ ー ル で 洗 っ た ･
沈殿を 25〟1 の 水 に 溶か し , 蛍光標識 プ ライ マ
ー を 用 い た ジ デ
オ キ シ ･ チ ュ ー ン ･ タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 に よ る塩基配列決定分
析 に 供 した . 方法 は Ap plied Biosyste m s社 の マ ニ ュ ア ル に
従 っ て行い , Mode1 370 Aシ
ー ケ ン サ ー (Ap plied Biosyste m s)
で 塩基配列 を決定 した .
Ⅳ . 固定細胞 ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ ン 法によ る感染細胞内で
の ウイ ル ス R N A の分布 の解析
1 .
3
H チ ミ ジ ン 標識単鎖 D N A プFr - - ブの 調製
固定細胞 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン (ざれ ∫加 hybridiz atio n)の た
め の
3H チ ミ ジ ン 標 識単鎖 D N A(
3H- SSD N A) プ ロ ー ブ は t
pu c1 9に W S N株第 6 ゲノ ム 分節 の CD N A を組み込 ん だ プ ラ
ス ミ ド (pT 3/W SN-N A)l TユD N A を鋳型 と して P C R法 で 調製 し
た . プ ライ マ ー と して は , プ ラ ス 鎖 N A-D N A プロ ー ブ(第 6分
節 vR NA を 検出する) の 合成 に は M 1 3 M4 プ ラ イ マ ー
l飢
を ,
ま た マ イ ナ ス 鎖 N ATD N A プロ ー ブ (第 6分節 の m R N A と
cR N Aを検出す る)の 合成 に は M13 リバ ー ス ･ プ ライ マ ー
18)を
用 い た . 鋳型 D N A lng, 5FLM プライ マ ー , 基 質の d T T Pに 代
え て 【m ethyl,1
'
, 2リH]T T P(比活性, 1 20Ci/m m ol, ア マ シ ャ
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イ ン フ ル エ ソ ザ ウイ ル ス の 粒子形成
従 っ た .
2 . ウイ ル ス R N Aの 分布の 解析( 図2)
W S N野性株 , お よ び 変異株 ts-51 ウ イル ス を Ⅰ の 方法 で
M DB K細胞 に 感染 さ せ (た だ し吸着 は 1 時間), 各指 定温度
(37 ℃, 34 ℃, 39.5 ℃) で 培養 し た . 各 指 定時間 に 培地 を除き
P B S A で洗 っ た 後に 0.1% トリ プ シ ソ rO.04 M E D T A を加え , 各
温 度 で 5 分間保温 し て 感染細胞 を デ イ シ ュ か ら剥 離 さ せ
P B SA 中に 集め た . 0.5×104 の こ の 感染細胞を浮遊細胞収集装
置 Model S C-2(ト ミ ー 精工 , 東京) を用 い て 1700rpm (410G)
5分間遠心 して ス ラ イ ドグ ラ ス に 付着 させ た (浮遊細胞付着遠
心法, CytO C e ntrifugatio n). こ の 時 ス ラ イ ドグ ラ ス の 前処理g一が
必須 で あ っ た . こ の 細 胞を ア セ ト ン で - 20 ℃ 2 0分間固定 し
P B S Aで 洗 っ て 乾煉 させ た . 次 に 0.2 N塩酸 で20分間処理 し,
30秒 間水洗 した 後, 2×S S C中で70 ℃30分間加熱 し, 30秒間水
洗 した . 引き続き 1〟g/ml プロ テ ナ ー ゼ K (3 7 ℃ 3 0分前処
理) を含む 2×S S C中で37 ℃ 15分間処 理 した後30秒間水洗 し
た . そ の 後70% , 90%, 99.5% エ タ ノ ー ル で 脱水 し乾燥 さ せ
た .
次 に こ の 試料を 用い て ス ラ イ ド グ ラ ス 上 で の ハ イ プ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た . 3H 標識 D N A プロ ー ブ 5ng を含む ハ イ
プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 混液(H M液 , 下述)を ス ライ ドグ ラ ス 上 の
試料 の 上 に 載せ て パ ラ フ ィ ル ム (1c m xIc m)で覆 い , 50%フ ォ
ル ム ア ミ ド蒸気を充満 させ た 密閉容器 (タ ッ パ ー ウ ェ ア ー ) の
中で25 ℃, 3 日間保温 した . H M液 の 観成は 次の よ う で ある .
10m M Tris-H Cl(pH 7 A), 0.6 MNaCl, 1m M E D T A, 1×De nha-
rdt 液 , 100pg/ml ポ リ A, 1mg/ml キ ャ リ ア RN A(仔牛肝
R N A, Sigm a TypeⅣ, Sigm a, St. Lo uis, U S A) (0.1M
NaO H-2m M E D T A中で37 ℃, 5分間処理 した 後中和 し, エ タ
ノ ー ル 沈殿 し た も の), 1mg/ml キャ リ ア D N A(仔牛胸腺
D N A, Sigm a)(超音波処理 した もの), 1 0% デ キ ス ト ラ ン 硫酸
(Na一 塩 , P ha rm a cia, Up ps ala, Sw ede n), 50% フ ォ ル ム ア ミ ド
(脱イ オ ン した もの). こ の H M 混液 20plと 3H-D N Aプ ロ ー ブ
5ng を 混合 し95 ℃ 30秒加熱後急冷 させ , 上 で 述 べ た ス ライ ド
グ ラ ス 上 で の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に 供 した .
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 後の 洗浄 ほ次 の 方法で行 っ た . 洗浄
緩衝液 (W B)(5 0 %フ ォ ル ム ア ミ ド , 1 0m M Tris-H ClpH 7.4,
0.6 M NaCl, 1m M E D T A) を数滴滴下 して カ バ ー の パ ラ フ ィ ル
ム を 除き , 3H-D N A-H M 液 を洗 い 流 し た . 続 い て W B 液 と
2×S S Cに そ れ ぞれ 2 - 3分浸 し, 2×S S C中 で55 ℃ 30分間
加温 した後50% フ ォ ル ム ア ミ ドの 中に 浸 し て 1時間ゆ っ く りと
控拝 した . も う一度50% フ ォ ル ム ア ミ ドの 洗源を 繰 り返 した .
2× S S C2分間 の 洗准の 後70% , 90% , 99.5% エ タ ノ ー ル で 脱
水乾燥 さ せ , 乳 剤け ク ラ N R-M 2 (小西 六 , 東京) を45 ℃で 融解
させ , 水 で 2倍に 希釈 した もの] に45 ℃ 2秒間浸 し, 室温 で 1
- 2時間乾煉 した 後 4 ℃で 3 日間露光 した . 現像と 固定 はそ れ
ぞれ コ ニ ド ー ル と ス ー パ ー フ ジ フ ィ ッ ク ス で 行 っ た . 引き続き
水洗後 ス ラ イ ド グ ラ ス 上 の 細胞 に ギ ム ザ 染色を 施 した .
Ⅴ ･ MI 蛋白質の 合成量の定量 と感染細胞内分布
1 . Ml 蛋白質 の 合成量
Ⅳと 同様 に W S N野性株 また は ts-51株ウ イ ル ス を M D B K
細胞(35m m デ イ シ ュ 使用)に 感染 させ , 培地を 入れ39.5 ℃で培
養し, 0 , 1 , 2, 3時間後に 培地 を除き P B S Aで洗 っ た 後,
メ チ オ ニ ン 無添加 D M E Mに 35s一 メ チ オ ニ ン を 添加 (10 Ci/ml)
した培地に 置き換え た . 39.5 ℃30分間の パ ル ス 標識 を行 っ た後
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培地を除き , P B S A でデイ シ ュ 中の 細胞 を洗淋 した 後, こ の 液
を で き るだ け完全 に 除 い た . デ イ シ ュ に 細 胞 溶解液 (0.1 M
Tris-H CIpH 6.8, 0.2 M ジチ オ ス レイ ト ー ル , 4% S DS, 0.2% ブ
ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー , 20% グリ セ リ ン)1 0恥1を 加え感染細胞
を溶か し22 ゲー ジ注射針を通 して 均 一 化 して か ら1 00 ℃, 3 分
間加熱 した . こ の 試料(30JLl) を 用 い て La e m mliの 方法20}に
従 っ て10% S D Sポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動(200 V, 3
時間) を行 っ た . 泳動後サ リチ ル 酸ナ ト リ ウ ム を用 い た フ ル オ
Mo ck
Fig. 3. Distributio n ofthe vR N A in the W S Nvir u s-infe cted
C e11s. M D B Kc e11s w er einfe cted with WS Nvir u s at a m.
0. i. of 50, a nd in c ubated in the m edium at37 ℃. At the
indic atedtim e s, the c e11s w e retrypsiniz ed for5 min at37 ℃
a nd s uspe nded in pr e c ooled P B Sc o ntaining O.2% B S Aon
ic e. A liqu ots of the O.5-1×105 c e11s w e re u s ed for
CytOC entrifugatio n. T he c e11s o n agla ss s主ide w er efix ed
With a c eto n e a nd us ed for the in siiu hybridiz atio n a s
described elsewhere
lg)
･ Hybridiz atio n w asperfor m ed for3
days at 25℃ using
3
H-labeled single-Str a nded plu s, S e n S e
D N A(2･2×10g dprn/FLg)a,S the pr obe, W hich w a spr epa red
by P C Ru sing pT 3/W S N- AIT) D N Aas the te mplate.
Afterthe hybridiz atio n, the specim e n s w er e w ashed, a nd
e xpo s ed for3 days at 4 ℃, de v eloped, and stain ed with
Gie m s a
'





. On e gr ain repr es e nts ap pr o xim ately 20
C Opie s o王the min us-S enSe N A R N As whe nthe hybridizati-
O n effic e n cyisl OO %.
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ロ グ ラ フ ィ 一 法紺 に よ り , 各蛋白質の 放射能量を定量 した .
2 . 間接蛍光抗体法 に よ る Ml 蛋白質の 感染細胞内局在性 の
解析
Ⅳと 同 じ方法 で 野性株 , ま た ほ ts-51株 ウイ ル ス を M DB K細
胞 に 感染 させ ( そ れぞれ m .0,i. , 3) 6時間後 に 感染細胞 を集 め
た . 5×1 0
4 の 感染細胞を Ⅳ , 2 の 固定細胞 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ソ の 時 と同様に浮遊細胞付着遠心法で無蛍光 ス ラ イ ド グ ラ
ス に 付着 させ た , 乾燥 させ た 後, 付着細胞を ア セ ト ン で
- 20 ℃
20分間固定 し, P B S Aで 洗確 した 後乾燥 させ た . P B S Aで 再び
細胞を洗 っ た 後 で きる だけ完全に P B S A を除き, た だ ち に
一
次抗体(ウ サ ギ抗 Ml 血清) (0.2 % B S A添加 P B S Aで 1:50に
稀釈) 5毎1 を 加え , 室温で 1時間ス ラ イ ド グラ ス 上 の 細胞 と反
応させ , よく P B S Aで 洗練 した後 に 蛍光標識 した 二 次抗体[7
ル オ レ セ イ ン イ ソ テ オ シ ア ネ ー ト (flu ore s c ein is othio cya n ate.
FIT C) 標識し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG 抗体】(0･2 % B S A添加
P B S A で 1:50に 稀釈)50Fl を 加え て , 室温 で 1時間反応 させ
て か らよく P B S A で洗淋 した 後90%グ リ セ リ ン l 滴 を 載 せ ,
カ バ ー グ ラ ス で カ バ ー して蛍光顕微鏡で写真を取 っ た .
Ⅵ . ウイ ル ス R N Pトラ ンス フ ェ クシ ョ ン 法に よ る逆向き遺
伝学
イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス R N P トラ ン ス フ ユ タ シ ョ ン 法
22-23'は
マ イ ナ ス R N A鎖 ウイ ル ス で は初め て 成功 した技術 である . 図
9に 方法の 概略 が 示 さ れ て い る . まずウ イ ル ス ゲ ノ ム R N Aの
cD N A をフ ァ
ー ジ RN A ポ リメ ラ ー ゼ の プ ロ モ M タ 一 に つ な い
だ プ ラ ス ミ ドを 作成す る . これを 鋳型と して , フ ァ
ー ジ R NA
ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い 試験管内で ウイ ル ス 遺 伝子 R NA ( 両末端
ともウイ ル ス ゲ ノ ム と 同じ構造を持 つ 様に 工 夫 して あ る) を 合
成する . 鋳型 D N Aの 配列は 人工 的に 自由 に 変え る こ と が で き
るの で , そ の 転写産物 である ウイ ル ス 遺伝子 R N Aの 配列も自
由に 変 え ら れ る . こ の 試 験管内 R NA 転写系 に , フ ァ
ー ジ
R N A ポ リメ ラ ー ゼ の 他 , ウ イ ル ス コ ア 蛋白質, すな わ ち , ウイ
ル ス R N A ポリメ ラ p ゼ と N P蛋白質も同時 に 加 えて お くと ,
こ れ ら は試験管内 で 合成 され た R N Aに 結合 し R N P を形成す
る . こ の R N Pを あらか じめ ヘ ル パ ー ウ イ ル ス を感染 させ て あ
る細胞 へ 種 々 の 方法 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン する . こ の 細胞 で
増殖 した ウ イ ル ス の う ち , ヘ ル パ ー ウイ ル ス の 増殖を排除す る
よ うな 方法を 用 い て , ト ラ ン ス フ ニ ク シ ョ ン L た R N Pを ゲ ノ
ム と して 持 つ ウ イ ル ス を選 択す る .
プ ラ ス ミ ド pT 3/W S N-N A2
'l ほ W S N株 の N A遺伝子を コ ー
ド して お り , そ の 上 流に ほ フ ァ p ジ T 3 R N A ポ リメ ラ ⊥ ゼ の プ
ロ モ ー タ ー を , 下流 に は 制限酵素 Ksp632Ⅰの 切断部位 を隣接 さ
せ てある (図9). こ の D N A を Ksp632Ⅰ(ベ ー リ ン ガ ー ･ マ ン ハ
イ ム 山 之内, 東京) で 切 断 し , そ の 切断端 の 一 本鎖部分 を
Kle n o w酵素 (宝酒造 , 京 都) で修復 した もの を鋳型 D N A と し
て , フ ァ
ー ジ T 3 R N A ポ リメ ラ ー ゼ で 転写する と , W S N株第
6 ゲノ ム 分節(N A遺伝子 を コ ー ドす る)と ま っ た く 同 じ塩基配
列を持 つ R N A が得 られ る . 転写反応系 に 鋳型 D N A(上 述)
1FLg, イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス R ＼A ポリ メ ラ
ー ゼ と N P蛋白
質の 混合物 (A/P R/8/34 ウイル ス よ り , Par vin ら25
､
の 方法で精
製 し た も の ) 10J(1 (全 部 で 1〃g の 蛋 白質 を含 む ), お よ び
T 3 R N A ポリ メ ラ ー ゼ (50 し/FLl, Str ata-ge n e, La Jolla, U S A)
2〃l を 加 え (全量 5恥1)37 ℃で 15分保温 し た . こ の 反 応液 を
0.1% ゼ ラ チ ン 含有 P B S A lOOplで 希釈 し, た だ ち に 文献
23'の 方
法に 従 っ て , ジ ュ チ ー ル ア ミ ノ エ チ ー ル (diethyla min o ethyl,
D E A E)- デ キ ス ト ラ ン
ー ジ メ チ ー ル ス ル フ ォ キ シ ド (dim ethyl-
sulfo xide
,
D M S O) 法に よ り MD B K細胞 へ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン した . こ の 細胞 に ほ , あらか じめ W S N/H K ウイル ス を感染
させ て ある . (m .0.i., 1 0, 室温 1時間). ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
した こ の 細胞を 培養 (1 8時間)す ると , 培養上澄 に ほ 2種類 の
ウイ ル ス が 出て く る . 大部 分ほ W S ＼/H Kウイ ル ス で あり , 他
ほ 極く稀 で ある が , ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した R N Pを ゲ ノ ム
















Fig. 4･ Mutatio n sitesin the ts
,51viru sM s egm e nt･ T he vR N Aextr a cted fr o m purified ts-51 virio n s w a s r e v er s etr a n scribedto
cD N A, Which w a s a mpIified by P C Ru sing tw oprim erpair sforthe M segm e nt･ E
coMl a nd Ec oM 2･ O rEc oM 3a nd Ec oM 4, aS
indic ated in the figur e∴ Ea ch prlm er C a rried the e xtr a
- S equ e n C eS C O ntaining the Ec oRIsite･ T he P C Rpr odu cts w er edige ste
d
with Ec oRI a nd the n clo n ed in the pU Cl1 8･ Indepe nde nt m ultiple clo n e s w e re s equ e n c ed u sing a D N As equ e n c
e r･ M ode1 370 A
(Applied Biosyste m s)･ Fordetails, Se e
･･
Mate rial a nd Methods
"
- Nu cle otide cha nges(sho w nin aplu ss ens e)a nd a n a min o acid
change w er eindic ated in c o mparis onwith wi ld
-ty pe W S N-M s equ e n c e
29)
･
イ ン フ ル エ ソ ザ ウ イ ル ス の 粒子形成
N A 遺伝子 は Ho ng Ko ng 株 (H K/1/68) 由来で あ る の で
MD B K細胞 で ほ増殖で き な い . 一 方 , 後者の 阻み 換え ウ イ ル ス
ほ W S N株の N A遺伝子 を持 つ の で M D B K細胞 で 増殖で き る
よ う に な る . した が っ て , 上 の 培養上 澄を M D B K細胞に 感染
さ せ て プ ラ ー ク を形成 させ , そ こ か ら ウイ ル ス を 回 収すれ ば高
頻度で観み換え ウイ ル ス を回 収で き, ヘ ル パ ー ウイ ル ス を排除
で き る . こ の 回 収ウイ ル ス の N A遺伝子 の 塩基配列を逆転写
P C R法を 用い た方法(方法Ⅲ を参照) で 決 め , 組換ウイ ル ス で
ある こ とを 確定 した .
表1 の 実験で 用 い た N A蛋白質の N 末端側 ア ミ ノ酸変異 ゲ
ノ ム R NA を 作成す る ため に , 図 9に 示 す 2つ の プ ラ イ マ ー ,
すなわ ち ユ ニ バ ー サ ル M 1 3 プラ イ マ ー M4 と , N A プラ イ
マ ー を 用 い て P C R法で pT 3/W S N- Aか ら変異 N A-CD N A断
片を増幅 した . 図の N A プラ イ マ ー の V 字形の 部分ほ , 該当
す る ア ミ ノ 酸変異を コ ー ドする部分であり , そ れ ぞれ の 塩基配
列 に 変え て ある . そ れ ぞれ の 変異 を入 れ た 断片を ク ロ ー ニ ン グ
し, こ れ を鋳型 と して 変異ゲ ノ ム R H A を合成 した .
Ⅶ . 変異N A蛋白質の細胸表面 へ の 発現 とノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ
活性の測定
野性型 N A, お よ び Ⅵで 述べ た 変異 N A 遺伝 子 を 持 つ
D N A断片を , そ れ ぞれ の プ ラ ス ミ ドか ら Ec oRI と HindIII で
切 り出 し , 発現 ベ ク タ ー pG E M 3 Z(Str atage n e)に 挿入 し, こ の
ベ ク タ ー の T 7 プロ モ ー タ ー に 接続 させ た . 一 方 , 予め293細胞
を 35m m デ イ シ ュ あ た り 5×1 05 と な る 様増殖 させ , こ れ に














, VT F7 - 5株26)を感染させ てお く(m .0.iリ 10). こ の 細胞に
上 の 発現プ ラ ス ミ ド 5FLg を リ ポフ ェ ク チ ン (Ripofe ctin, Gibco
B R L. Gaithe rsbu rg, U S A) を 用い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ = ン し
た , 細胞 内に 入 っ た D N A はワ ク チ ニ ア ウイ ル ス が 発 現す る
T 7 R NA ポ リメ ラ ー ゼ で 転写 され , N A蛋白質 へ の 翻訳 , 輸送
の 過程を経て 細胞表面に 発現 され る . 発現量は ∴細胸表面で 検
出 され る ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ活性に よ り推定する こ とが で きる .
20時間培養後 ∴細胞を ピ ペ ッ テ ィ グ で集め , 細胞表面の ノイ ラ
ミ ニ ダ ー ゼ 活性 を , 常 法 に 271 よ り フ ェ チ ュ イ ン (fetuin)
(Sigm a) と37 ℃ 3時間反応 させ る事 に よ り測定 した .
ウ イ ル ス 粒子 上 に 発現 して い る N A畳も同様 の 方法 で 測定
した . ウイ ル ス を プ ラ ー ク 法で純化 し , こ れ を M D B K細胞 で
増殖させ 精製 した標本を用 い た . H A価 1:125の 量の ウイ ル ス
粒子 を用 い , フ ェ チ ュ イ ン と37 ℃で 3時間反応させ た .
成 績
Ⅰ . 野性株感染細胞におけ るゲ ノム R N A の細胞内分布
ウ イ ル ス 粒子形成枚構を調 べ るた め の 第 一 段 階と して , 複製
した vR N A が細胞内で どの 様に 分布す るか を 固定細胞 ハ イ プ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法で調べ た .
MD B K細胞 に W S N野性株を m .0.i.50 で感染させ , 種 々 の
時間培養 した後 , こ の 感染細胞 に 図2 で 示 した 一 連 の 処理 を
行 っ た . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ プ ロ ー ブと して は , 3H チ ミ ジ
ン で 標識 した ウイ ル ス 第 6ゲ ノ ム 分節 の プ ラ ス 鎗 cD N A断片









Fig･ 5･ Distribution ofthe vir u sR N As in the ts-51vir us-infe cted c ells. (A)Distributio n of vR N A. M DBK cels were infe cted
with the W S Norts-51 vir u s es at m ･ 01 i･ Of l, a nd in c ubated in the m ediu m at39･5 ℃･ At 6 hpi, the c e11s w er etry psinized
for5 min at 39･5℃, a nd O.5-1×10
5
c ells w er etre ated forthein situ hybridiz atio n a sde scribed in Fig.3. (B)Distributio n ofthe
plus-Se n S eR N Aat39.5℃ a nd vR N Aat34℃ in the ts-51vir u s-infected c e11s. M D B Kc ells w er einfe cted with the ts-51 vir u s
at a m ･ 0･ i･ Of land in c ubated in the m ediu mfor6 hr at 39･5℃, Or fo r8 hr at 34 ℃･ T heinfected c ells w er e
.
tr eated fo rthe
in situ hybridizatio n asdes cribed in Fig1 3･ Forthe dete ctio n ofthe plu s-S e n Se R N A,
3
H-1abeled single-Str a nded min u s- S e nS eN A
DN A(2.2×10g dpm/pg)w a s u s ed a s apr obe.
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れ て い る様に , こ の 方法で は バ ッ ク グ ラ ウ ン ドが非常に 低か っ
た . 感染 2時間 で は ほ と ん どの ブ レイ ン (約90%)は核に 局在 し
た . そ の 後時間 と とも に グ レ イ ン の 数は増加 し , 次第に 細胞質
に も分布す る よう に な り , 図で 示 す6時間 では 約50%が 細胞質
に 存在 した . 他の 分節 の プ ラ ス 鎖 cD N Aを プ ロ ー ブ に 用 い て
も同様の 結果を得 る事が で きた .
Ⅱ . ts-51 変異株 の変異部位の決定
以前 の 研究 で W S N株高温感受性変異株 ts-51抑 で は t
vR N Aの 核か ら細胞質 へ の 輸送 に 障害 が起 こ っ て い る 事を 示
す結果を得て い た . ts-51 は遺伝学的な解析か ら第 7 ゲ ノ ム 分
節に 変異 を持 つ 事が 明らか に され て い たが
28}
, こ の 分 節は M l
蛋白質と M 2蛋白質 を コ ー ドして い る の で , どち らの 蛋白質に
変異が起 こ っ て い る か を決め る必 要が あ っ た .
図 4に 示 した 2艇.の プ ラ イ マ ー を 用 い , 逆 転写 P C R法で
ts-51第 7 ゲ ノ ム 分節 の cD N A断片 を増幅 し , こ れ ら を
pu c l18ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ して 塩基配列を決定 した ･ 図
4 に 示 L た様 に , 第 7分節の 塩基 を プ ラ ス 鎖 cD N Aで 表 示 し
た 場合 , 261番 目 と532番目 の T が そ れ ぞれ C に 変異 し て い
た . これ ら の 変異 は 3 - 5偶の 独立 に 分離 した ク ロ ー ソ で 確認
した . い ずれ の 変異も M l蛋白質の 読み枠内で 起 こ っ て お り ,
前者は76番 目 の フ ェ ニ ー ル ア ラ ニ ン を セ リ ン に 変異 さ せ る が ,
後者ほ ア ミ ノ酸 の 変 化を 伴わ な い もの で あ っ た . した が っ て ,
ts-51 は M l蛋白質に単 一 の ア ミ ノ 酸置換を起 こ した も の で あ
る と結論 された .
Ⅲ . ts- 51 株感染細胞に お け る ゲ ノ ム RN A の細胞内分布
次に ts-51 扶感染 で の ウイ ル ス R N Aの 細胞内分布を固定細
胞 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法 で 調 べ た . 図 5 の 実 験 で は 野性
株 , せ た は ts-51株 を m .0 .i., 1 で M D B K細胞 に 感染 さ せ た
後 , 34 ℃, ま た は39.5 ℃(ts-51の 非許容温度) で増殖さ せ , 図
3 と同 じ 3H プロ ー ブ を 用 い て 固定細胞 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ
ン を行 っ た . 39.5 ℃, 感染後 6時間の ts-51株 感染細胞 で ほ
vR N Aの95% 以上 が 核に 留ま っ た ま ま で あ っ た (図5 A., 下
W S N t$･51
C ba$ ¢(hr) 0 1 2 3 0 1 2 3
監 監,
Fig. 6. Stability ofthe ts
-51viru sM lprotein･ M D B Kc e11s
w ereinfe cted with the W S Norts-51viru s e s at m. 0. i.
of 5, a nd in c ubated in the m ediu m at 39.5 ℃. At 5 hrpi,
the c e11s w erelabeled with labeling rn ediu m c o ntaining 10
pci/ml of【35S] m ethio nin e(1 086 Ci/m m ol)fo r30 min at
39.5 ℃. The c ells w e rethe n cha sed for the indicated
tim e s. Pr otein s w e re･S epar eted by S D S-1 0 % PAGE, For
otherdetai1s, S ee
"
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. po sitio n sfor
the viralpr otein s, N P, M la nd N SIw er eindic ated o nthe
right side.
図). 一 方 , 同 じ条件下で野性株 で は図 3 と同 じ く約50%は細胞
質 に 移動 して い た (図 5 A, 上 図).
対照的 に t s-51株で も ウイ ル ス ･ プ ラ ス 鎖 R N A(大部分 は
m R N Aで あ るが , VR N A合成の 鋳型と な る cR N Aも少量存在
する . こ の 実験 で は 第 6 分節 マ イ ナ ス 鎖
3汁 プ ロ ー ブ を 用 い
た) を 見てみ る と , こ の 条件下 でも野性株と 同 様に 細胞質 へ 輸
送 され て い た (図 5 B, 上 図). 非 許 容温度 で の ts-51株 の
vR N Aの 細 胞質 へ の 輸送障害 は t 34 ℃で は 一 部回 復する が輸送
の 効率は低か っ た ( 図5 B, 下 図).
Ⅳ
.
. ts-51 株感染細胞で のM l蛋白質 の動態
次 に , t S-51株感染細胞中 で , Ml 蛋白質の 存在状態 に 異常が
な い か に つ い て 調 べ た . まず ! こ の 変異蛋白質の 安定性が損な
われ , 細胞 内存在量 が減少 して い る可 能性 がある . 囲6 の 実験
で は , 野性株 , また は ts-51株 を M D B K細胞 に 感染 させ , 温度
を39. 5 ℃に して培養 した . 感染後 5時間に
3 5
S メ チ オ ニ ン で30
分間蛋白質の 標識を行 っ た後 , チ エ ー ス す るた め に 十分量の 非
放射性 メ チ オ ニ ン を 加 え た (こ の 添加時 を 0時間と した). 1時
間おきに 試料を調製 し, S DS ポ リア ク リル ア ミ ド ゲル 電気泳動
を行 い , オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ 一 に よ り , 各 ウイ ル ス 蛋白質 へ
の 35S の 取 り込 み量 を調 べ た . M l蛋白質の 合成量 , 安定性とも
野性株 に 比 べ , 有意な 変化は認め られ な か っ た .
次に 変異 M l蛋白質 の 細胞内局在性 に 異常 が起き て い な い か
どうか を調 べ た . 図7 の 実扱で は39.5 ℃ での ウ イ ル ス 感染 6時
Fig･ 7･ Distributio n ofthe M lprotein in the vir u s
-infe cted
c eus. M D B Kc ells w er einfe cted with the W S Norts-51
vir u s es at m. 0 .i. of 3, a nd inc ubated in the m ediu m at
39.5 ℃. At 6 hrpi, the c ells w e retry psiniz ed, ap Plied to
cyto c e ntrifuga･tio n, a nd fix ed a sde sc ribed in Fig･ 3･ T he
M lprotein w a sdetected by im m u n oflu o re s c e n cwith
rabbit anti-M Is eru m, a nd the n with go at a ntトr ab bitIgG
FI T C. Fo rdetails, S e e
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イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の 粒子形成
間に おけ る , M l蛋白質の 細胞内分布を M l抗体を 用 い た間接
免疫蛍光抗体法 で 調べ たもの で ある . 野性株 M l蛋白質 ほ核と
細胞質 に 分布 した . 一 方 , tS-51株 M l蛋白質 は 野性株 と異な り
核 に 蓄積 し , 細胞 質に は ほと ん ど検出され なか っ た .
V . ウイ ル ス 粒子形成 にお け る N A蛋白質の役割
ウイ ル ス 表在糖蛋白質 , N A蛋白質は N 末側を細胞質側に ,
C 末側を細胞外 に 出 した膜 一 回貫通型蛋白質で ある . N 末端の
最初 の 6 ア ミ ノ酸残基 ほ細胞質内に 出て お り , 次の 約30残基は
膜貫通部分を形成 して い る . 園 8に 示す様 に , こ の 最初 の 6残
基の 配列(細胞質部位)は A 塾ウイ ル ス でほ 全亜 型間で 完全に
保存 され て お り, これ に 続く次の 6残基 の 配列(膜貫通部位) も
2 , 3の 株 で 例外ほ ある が保存性が よい . A 型内で の こ の 様な
高い 配列の 保存性 は t こ の 部分(特に 細胞質部位)が ウイ ル ス 増
殖 に と っ て 必 須で ある事を 示 唆 して い る , そ の 可能性を 調べ る
た め に , こ の12残基 に 人 工 的な変異 を入 れ た ウ イ ル ス 遺伝子 を
作成 し , そ の 変異 NA 遺伝子 を持 つ ウイ ル ス が 回収 で きる か ど
うか に つ い て 調べ た . そ の た め に イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の
R N Pト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 系に よ る 実験 を行 っ た (図9). 変
異 N A蛋白質が ま っ たく無意味な構造を持 つ 事が な い 様 に ,
W S N株 の 細胞質部位 と膜貫通部位 の どち らか 一 方 , ま た は 両
方 の 配列を B 型 ウイ ル ス の 対応す る配列 で 置換す る事に した .
ウイ ル ス が 回収 され た もの で は粒子 中に 取 り込 まれ た N A蛋
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Fig･ 8･ T he a min o a cids eque n c e s ofthe N-termin alregio n
Of the N A pr otein s of v ario u sinflu e n zavir u s e s. T he
Sequ e n C e S Of the cytoplas mic tailand the tr a n s m e mbr a n e
r?gio n of the A-type virus es(N ILN 9) a nd the B/Le e/40
V lr u Sa re Sho w nin the o n e-letter sym bol. Barsindic ate
the ide ntic alresidu es totho se ofthe W S Nvir u s.
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白質の 量を推定する ため に . 一 定量の ウイ ル ス 粒子中の ノ イ ラ
ミ ニ ダ ー ゼ 活性を 測定 した に の 酵素 の 活性中心 は 粒子 (ま た
は感染細胞) の 外側に 位置 し変異部位か らは る か に 離れ て い る
の で 一 変異は 酵素活性に は影響 しな い と考 え られる]. さ らケこ ,
回収 され た ウイ･ル ス の 増殖力も測定 した . 一 方 , こ れ らの 変異
N A蛋白質が細胞表面 へ 輸送 され るか どうか を しら べ るた め ,
これ ら の 蛋白質を細胞中で発現ベ ク タ ー に よ り発現 させ , 細胞
表面に 出る ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 活性 を測定 した . 表1 に これ らの
結 果をま とめ た . A 型ウイ ル ス で完全に 保存 され て い る細胞質
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部位を B 型に 置換 (B/W ) した り, N 末端に 1残基余分 の メ チ
オ ニ ン を 附加(M-WSN) し てもウ イ ル ス は 回 収さ れ た . すな わ
ち期待に 反 して ! こ の 部分ほ 配列そ の も の の 厳密性 よ りも , A ,
B 塾に 共通 な全体的 な構造が重要な よ う で ある . しか し, こ れ
らの ウ イ ル ス で は 粒子 中 へ の N A蛋白質の 取 り込 み ほ 低下 し,
ウイ ル ス の 増殖力も低か っ た . 膜 貫通部位を , A 型の 中 で 最も
異な っ た 配列 を持 つ N 7亜 型の も の に(W/7)した 場合は ほ と ん
ど野性株 と同 じ活性を待 っ た ウイ ル ス が 回収 され た の に 対 し ,
こ れ を B 塾に 置換 した もの (W/B) で は ウイ ル ス は 回 収 で きな
か っ た . B 型の 膜 貫通部位配列を持 つ 場合でも, 同 時 に 細胞質
部位を B 塾に すれ ば (B/B) ウ イル ス は回 収され た . しか し ,
N A蛋白質 の 粒子中 へ の 取り込み や , ウイ ル ス の 増殖能は低下
して い た .
考 察
イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の 粒子形成機構 を知 るた め に 本研究
で は , まず 固定細胞 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法を 用 い て , 感染
細胞内で の ウイ ル ス R N Aの 分布状態 を調 べ た . イ ン フ ル エ ン
ザ ウ イ ル ス の R N A合成 は 全て核内で起 こ る が , こ の 様 に 合成
され た ウイ ル ス m R NA, CR N A, VR N A が感染後時間を追 っ て
どの 様 に 細胞内を移動 し, 分布す るか は重要な問題 で あ るが ,
こ の 方法 を用 い て 行 っ た 研究 は こ れ ま で なか っ た . 感染細胞を
核と細胞質 に 分け , そ れ ぞれ の 分画に 存在す る ウ イ ル ス R N A
を 定量 した研究はあ る
30)31)が , 操作 中での 核か ら の 漏失 の 問題
を否定 で きな い . 事実 , VR N Aは 感染の 早 い 時期 か ら mRN A
と同様 に 核か ら細胞質 へ 移動す ると い う報告抑 が あ り , En a mi
らの 以前 の 報告 川 と 対立 して い た . 本研究部(図3), お よ び 免疫
組織学的な方法を用い た Martin らのの 研究は , 感染後 2-3時
間は新生 vR N A がvR N Pの 形で核 に 止 まる 事を示 して お り ,
こ の 問題 は決着 した と 考え られ る . すなわ ち , VR N Pの 核か ら
の 搬出は mR N Aの 搬出と ほ異な る機構で起 こ ると Lなけ れ ば
な らな い . そ の 後 vR N P は次第に 細胞質 へ と 輸送 され , ウ イ ル
ス 粒子形成が盛ん に な り始め る 6時間で は約半分が細胞質に 移
行 した . これ ら の VR N A は, おそ らく ウイ ル ス 粒子形成 へ と 向
か うもの と考 え られ るが , どの 様な 形で輸送 され るの で あろ う
か . こ れ らは境内で合成 され た後 , 直ち に ウイ ル ス N P蛋白質
と複合体 を形成す る事は知られ て い るが , そ の 後 どの 様な 中間
体を経 て ウイ ル ス 粒子と な るか に つ い て は ま っ た く知 られ て い
な か っ た . こ の 機 構 に 関 して 先駆的 な研究 を 行 っ た の は
Martin ら で あ っ た8). 彼等は vR N P を構成する N P蛋白質の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を 用 い た間接蛍光抗体法 に よ り vR N Pを 検
出 した (した が っ て 直接 vR N Aを 見て い な い の で 問題が ある .
一 例と して , Rey ら32}ほ ts-51 でvR N Pの 核か らの 搬出が 正 常
に 起 こ る と して い る . こ れ は , 直接 vR N A を検出 した の で は な
く , 抗 N P嶺体 で vR N Pを検出 した 事に よ ると 考え られ る).
彼 らに よれ ば, VR N Pの 核か らの 搬出ほ , M l蛋白質は じめ ウ
イ ル ス 後期蛋白質 の 合成 と同 じ時間経過 で 起 こ る こ と ∴細胞内
へ 抗 M l抗体を注入 した り , M l を発現できな い 感染細胞 で ほ
搬出が阻害 され る こ と , 核 と細胞質で の vR N P と M lの 分布が
完全に 一 致す る こ と (共焦点顕微鏡の 観察に よ る)などか ら ,
M l蛋白質が搬出過程 に 関与 し, そ れは 直接 vR N Pに 結合する
事に よ る と した . さらに Martin らは別 の 論文6)で 感染過程で の
ウイ ル ス ゲ ノ ム R N Aの 核 へ の 侵入 に つ い て 報告 し , エ ン ド
ゾ ー ムか ら核孔を通 っ て 核 へ 侵入 す る た め に は , VR N P から
M l が除去さ れ る必 要が ある と 述 べ て い る . すな わ ち M l は
VRNP の 核 へ の 侵入 , 核 か ら の 搬出の 両 方向の 動きを決定 して
い る事に な る . vR N P から M l が除去 され ると . 多分 N Pや ウ
イ ル ス R N A ポ リメ ラ ー ゼ の 核 移行 シ グ ナ ル が 働 い て vR N P ほ
核孔か ら核 へ 入 る . 一 方 , 核 内で 合成 され た vR N Pに M l が結
合す ると vR N P-M l複合体の 形 で 核外 へ 出 され , こ の 複合体は
M lが 結合 して い る 限り核 へ は帰れ な い .
榎並 らは 以前 の 実験 で , tS-51株 を非許容温度で感染 さ せ た
細胞を核と細胞質に 分け , 含 まれ る新生ウ イ ル ス R N Aを 調べ
た . vR N A は感染後期 と な っ ても核分画に 留ま り , 野性株の 場
合 と 著 し い 対比 を 示 し た . し た が っ て , こ の 変 異株 で は
vR N Aの 核 か ら細胞質 へ の 輸送 に 障害 が起 こ っ て い る 可 能性
が高い と考 え ら れ た (榎並正 芳 , 福田 龍 二 , 石 浜 明 , 未 発
表). 本研 究で は ts-51を 用 い , VR N Aの 細胞内分布 を固定細胞
ハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法で 調 べ た . ts-51 ほ Sugiu r aら10)に よ
り分離 され , 高温感受性 の 原 田は 第 7分節に ある事 が遺伝学的
な方法で 明 らか に さ れ て い た281. ウイ ル ス の 吸着 , 侵入 , R N A
合成 , 蛋白合成 に ほ , い ずれ も異常は見出さ れ て い な い10)321
(した が っ て , VR N P が核 へ 入 る時 の M lの 除去 に も異常 が な
い), こ の よ うな 事か ら ウイ ル ス 粒 子形成 が阻害 され て い る と
考え られ て い た . 本研究 に よ iフ第 7分節の 2 ケ 所 に 塩基置換が
同定 され , こ の うち の 1 つ が79番目 の フ ェ ニ ー ル ア ラ ニ ン を セ
リ ン へ 変異 させ て い る こ とが 明 らか と な っ た (他 の 1 つ ほ ア ミ
ノ 酸置換 を伴わ な い もの で あ っ た)(図4 ). 感 染細胞 内で は34
℃ 一 39.5 ℃ とも , こ の M l蛋白質の 熱安定性や合成量 に 異常は
認め られず( 図6), ま た 細胞質で合成ざれ た後 , 核 へ 移動 Lて
い る の が観察 され た . しか し, 39.5 ℃ で ほ M l蛋白質▲ お よ び
VR N Aと も細胞質 へ 出て 来ず , 両 方と も核 の 中に蓄積 した (図
5). ウイ ル ス M l蛋 白質で起 こ っ た 単 一 の ア ミ ノ 酸 置換 で
VR N Aの 核 か ら細胞質 へ の 輸送が 阻害 され て い る と い う事は ,
M l蛋 白質 が こ の 輸送過程 で 働い て い る事 を 示 して い る . す な
わ ち , 野性株 Ml は核に 入 り , VR N A･ N P蛋白質複合体と相互
作用 して , これ を細胞質 へ 輸送す る. したが っ て , 感染 6時間
で ほ 核と細胞質 の 両 方 に 分布する . 一 方 , 変異 M lも核に 入 る
機能は保持 して い る が , しか し vR N A･ N P･ M l複合体を核か ら
運び 出す事 が で きな い . した が っ て M l, お よぴ vR N A･ N P複
合体は核 に の み 蓄積す る . こ の よ う に 本研究 に よ り , よ り直接
的に VR N Aの 核か らの 搬 出に おけ る , M l蛋白質 の 役割が明ら
か に な っ た と い え る . 一 方 , mRNA の 細胞質 へ の 移動に ほ 異常
ほ な か っ た .
M l蛋白質ほ M 2蛋白質と と もに 第 7 ゲノ ム 分節に コ ー ドさ
れ る252ア ミ ノ 酸残基か ら な る阻水性 の 蛋白質 で あ る (M l と
M 2の m RNA ほ選択的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り合成 され る). 序
論で 述べ た よ う に ウイ ル ス 粒子 の 主 要構成蛋白質 で ▲ エ ン ベ
ロ ー プ の 裏打 ち を し て殻を 作 るの に 十分量存在 して い る 唯 一 の
蛋白質である . M l ほ膜貫通蛋白質で ほ な い が , 58 - 70番 目 ,
お よ び11-4 - 141番 目に か け阻水性ア ミ ノ 酸 と中性 ア ミ ノ 酸が な
らん だ配列 を持 ち , 脂質と 混合する と , こ れ らの 部分で脂質と
相互作 用 して そ の 中 に 取 り込ま れ る . こ の 様 な性質に よ り エ ン
ベ ロ ー プ に 結 合す る と 考 え られ て い る が , 一 方 で ほ H A や
N A蛋白質 の エ ン ベ ロ ー プ直下に 突 き出た部分 と特異的な相互
作用を して い る とも考え られて い る . M l はまた vR N Aと も結
合する性質を持 ち関与す る領域と して90- 108番 目の 部分と129
- 164番 目の 部分が同定 され て い る (Zn フ ィ ン ガ ー モ チ ー フ に
イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の 粒子形成
Fig.10. Pr edicted s ec ondary stru cture for the W S Na nd
ts-51 vir u sM Ipr otein s. T he s e c o ndary str u ctur eforthe
W S Na nd ts-51vir u sM lpr otein s w erepr edicted by the
C hou a nd Fas m a n m ethod u sing a D N Aa n alysis pr ogr a m,
D N A SIS(Hitachi Softw ar e Engin e ering, Yokoha m a).
Regio n s around the amin o a cidpositio n s40-1 64are sho w n.
Pr edicted βTtru nge n er ated by the m utatio nin the ts-M l
pr otein is indic ated by a n arr o w. Pr edicted α-helix e s
(甘｢｢ y), β-She ets (> V V), a nd β一tu r n S(= コ) ar e
indic ated.
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よ る)･ すな わ ち vR N Pの R N Aに も結合できる(vR N P構成蛋
白質と の 結合に つ い て は知 られ て い な い). こ の 様に M l はエ
ン ベ ロ ー プ と vR N Pの 連結 の 橋渡 しをす る ア ダ プ タ ー と して
働くと 考え られ る . 変異部位 と し て 同定 され た79番 目 の フ ユ
ニ ー ル ア ラ ニ ン は これ らの 領域 に ほ 入 っ て い な い の で ア ダ プ
タ ー と し て の 機 能 に 障害が あ る と ほ 考 え に く い . C ha w-
Fas m a nの 方法に よ り二 次構造予測を した結果を図10に 示 す.
野性型で ほ40 - 160番目 に か け相互 に 逆平行 の 5層 の β シ ー ト
の 存在が予想 される . ts-51の 変化に よ り 3層 目 の β シ ー ト が
壊れ , 新た なβタ ー ン が出現する と考え られ る . こ の 二 次構造
変化が ts-51の 障害の 原因と な っ て い る の で あろう . しか し現
段階 で は M l がどの 様な機構 で vR N Pを核か ら搬出す る か に
つ い てほ ま っ たく不 明 で あ り, さ らに 解析 を進め て い る .
核か ら細胞質に 出た vR N P は次に 細胞膜直下 に 運ば れ る . こ
の 間 の 運送経路は ま っ た く 不 明で ある . 核膜 褒(pe rin u cle ar
Spa C e), 小胸体, ゴ ル ジ体な どに は入 らな い の で ▲ 多分核孔 か
ら細胞質に 出て 微小管な どの 細胞骨格政経を伝わ っ て移動する
の であ ろう ,
序論で述 べ た様 に ヌ ク レオ キ ャ ブ シ ド (すなわ ち vR N P-M l
複合体) は , 細胞膜 で ウイ ル ス 表在蛋白質 (H A, N A, M 2蛋 白
質)が パ ッ チ 状に 集合 した 部分に 細胞質側から結合 し , こ の 部
分の 細胞膜 に 包まれ た 形で 出芽す る (図11). こ の パ ッ チ 状集合
体 の 形成機構ほ分か っ て い な い が , 出芽部位 で は各蛋白質の 存
在比 は ウイ ル ス 粒子上 と同 じ(H A, 75 %; N A. 20%; M 2,5%)
に な っ て お り
2)
, ま た宿主細胞の 膜蛋白質 は排除 さ れ て い る ほ
ず である . ヌ ク レ オ キ ャ ブ シ ドは 特異的に こ の 様 な部位に 結合
す ると 考え られ て い る が , その た め に は M lと脂質膜と の 相互
作用 (非特異的)の み では 不充分で あ る . 特異的な相互 作用 が必
要 であ り, まず考 え られるの は , これ ら膜貫通型表在蛋白質の
細胞質側 へ 突き出 た部分(すな わ ち細胞質部位) と ヌ ク レ オ
Fig. 11. Sche m atic pre se ntatio n of the influ e n z a vir u sgro wth.
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キ ャ ブ シ ドと の 蛋白質 一 蛋 白質間 の 相互 作 用 で あ る ･ N A と
H Aの 細胞質部位に は ア ミ ノ 酸配列が A 型ウイ ル ス 株 間で 非
常 に 良く保存 され て い る 部分 が あ り (N A に つ い て は 本文参
照), 粒子 形成で重要な役割 を持 つ 可 能性 が し ば しば指摘 さ れ





け の 方法 に よ り , こ の 様な 仮説の 検証 が 可 能 と な っ
た .
N A蛋白質は第 6分節に コ ー ドされ る 分子量約 5 万 Da の 糖
蛋白質である . 主 な 阻水性領域 は 1 ケ 所 しか なく , 7 ～ 35番目
の ア ミ ノ 酸 ま で続 い て い る . こ の 領域は シ グナ ル 配 札 お よ び
膜 へ の 投錨(a n chor) 配列と して 働き , 切断を受ける事なく l こ
の 部分 で 膜 を 1 回 貫通す る Ⅱ 塾 の 完全険蛋白質(intergr al
m e mbr an epr otein) であ る
2}
. した が っ て N 末端の 最初の 6ア
ミ ノ酸 (翻訳開始の メ チ オ ニ ン も除去 されず残 っ て い る) は細
胞質中に 突き出て お り , ニ の 部分 を細胞質部位 と い い 膜貫通部
位か ら区別 して い る . 36番 目か ら C 末側は細胞外(ウイ ル ス 粒
子外)に 出て お り マ ッ シ ュ ル
ー ム 形 を して お り , 膜か ら 出た 柄
の 上 に 乗 る球状部に は ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 活性中心 , お よ び 主
要抗原部位が存在 して い る
33)
･ 膜上 で は ジス ル フ ィ ド結合 で 連
結 した 4量体 と Lて 存在 し, こ の 形 で な い と ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー ゼ
活性は 発現 しな い
34)
. こ の 酵素ほ ウイ ル ス 粒子や 細胞表面 の 糖
の シ ァ ル 酸を除去す る こ とに よ り , 感染や ウイ ル ス 粒子の 細胞
か らの 遊離を補助 し, これ が 欠損す る と感染性 が な く な る
35)
･
柄 か ら膜貫通部位 に かけ ての ア ミ ノ酸配列は非常 に変化 に富む
の に対 し∴細胞質部位の 6 ア ミ ノ 酸は A 型 ウイ ル ス の 9種塀
の N A間で ほ ぼ完全 に保存 されて い る(表1)･ ま た こ れ に 続く
膜貫通部位 の 6 ア ミ ノ 酸の 配 列も 2 , 3の 株 で 例外は あ るが保
存性が良い . した が っ て 細胞質部位が N A の 細胞表面 へ の 輸
送 , ウイ ル ス 粒 子 へ の 取 り込み , ま たほ ウ イ ル ス 粒 子形成や出
芽に重要な役割を持 つ 可能性が考え られ た ･
本研究 では W S N株(Nl 亜型)の それ ぞれ の 部位の 6ア ミ ノ
酸の 配列 を N7 亜型(A 型で はあ るが 例外的に 異な っ た 配列を
持 つ) や B 型 (1番 目 の メ チ オ ニ ン と 3番 目 の プ ロ リ ン を 除け
ば A 型 と相同 性が な い)の 対応す る部分に 置き換え た り, ＼ 末
端 に 余分の メ チ オ ニ ン を附加 した変異 N A遺伝子を合成 し , こ
れ ら の 遺伝子を持つ 感染性 の ウイ ル ス 粒子 を 回 収で きるか どう
か を調 べ た . い ずれの 置換 NA 蛋白質も細胞表面 へ の 輸送 の 障
害は なか っ た . 蹟貫通部位を B 塑に 置換 した もの で は ウ イ ル ス
粒子を 回収 でき なか っ た が , そ の 他の 組み合わ せ の ウイ ル ス は
産生され た . ただ し置換 ウイ ル ス ほ
一 般的に N Aの 取 り込み が
悪く , した が っ て 感 染生も低下 して い た ･ すなわ ち期待 に 反 し
て , 細胞質部位 の 配列の 厳密性は これ ら の 機能に と っ て は重要
で ほ なか っ た . しか し, こ の 部分だ け に 注目す るの で は な く ,
これ に 続く膜貫通部位の.配列も考え に 入れ なけれ ばな らな
い 事
を示 L た.
ほ とん ど同様の 実験は Bilsel ら
36}に よ っ ても行わ れた ･ 彼等
は細胞質部位の み の 置換を 行 っ て お り , こ の 部 分に つ い て は本
研究と ほぼ 同 じ結果であ っ た . た だ し, 新 しい 発見 と して 3番
目の プ ロ リ ソ が 重要で ある こ と と , こ の 6 ア ミ ノ 酸全部を欠損
させ ると ウイ ル ス の 回 収が できな い こ と を示 した , 本研究で作
成 した もの も含 め , 彼等の 変異 N Aも全て細胞膜 へ の 輸送は 障
害 をうけな か っ た . こ れ は , 細胞質部位は こ の 機能 に 関与 しな
い 事を 示 して お り , N A の シ グナ ル 配 礼 お よ び膜投錨機能ほ
険貫通部位 に 存在する と い う以前の 報告 と
一 致 して い る ･ また
ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 活性の 発現に も異常 が なか っ た事は ょ こ れ ら
の 変異 N A が全て 4量体を形成 L て い る事を 示 して い る ･ 以上
2 つ の グル
ー プ の 結果 を総合す ると 次の 様に 要約 され る ･ 1)
N Aの N 末端の 構造 は こ の 蛋白質の ウ イ ル ス 粒子 へ の 取 り込
み , ウイ ル ス 粒子 形取 出芽, ま た は感染の い ずれ か に 対 して
重要な働きを して い る . 2) 細胞質部位の ア ミ ノ 酸配列そ の も
の で は な く , こ の 部位 の ペ プチ ドの 高次構造が重要である ･ こ
の 事は 3番 目 の プ ロ リ ン が 重要で ある こ と か らも推測 され る ･
3) こ の 高次構造形成 に は 膜貫通部位の
一 部も関与 して い る ･
4) 細胞質部位 の ア ミ ノ 酸 配列 の 高度な保存性 の 理由は不 明で
ある .
ウイ ル ス 表在糖蛋白質の 細胞質部位の 役割 に つ い て は , これ
まで 種 々 の ウイ ル ス で 調 べ られ て お り, ウイ ル ス 種に よ っ て 異
な る . イ ン フ ル エ ソ ザ ウ イ ル ス H Aに つ い て は , こ の 部位が 欠




一 九 こ の 部位の 配列を持 つ ペ プ チ ドを 細
胞 に 与 え る と ウ イ ル ス 形 成 が 阻害 され る と い う 報告もある
3g'
(H Aの 胤 水泡性 口 内炎 ウイ ル ス の G 蛋白乳 Sindbis ウイ ル
ス の E2蛋白質でも, 同様 の 報告があ り , 抗 ウイ ル ス 剤の 開発
に 応用 で き る
4D)か も知れ な い). 水泡性 口 内炎 ウイ ル ス の G 蛋
白質の こ の 部位 は 粒子 へ の 取 り込 み に 必要 で あ る
4 n
･ Se mliki
F｡re St ウイ ル ス の E 2膜蛋白層 , Sind bis ウイ ル ス の E 2糖蛋
白質の こ の 部位 は ウ イ ル ス 粒子形成 と出芽に 必要 で あ る
42 冊
さ らに Ne w c astle 病ウ イ ル ス と Se nda
-
i ウイル ス で は ウイ ル ス
M 蛋白質と相互作用す る事が 示 され て い る
45 ト 47)
･ また , イ ン フ
ル エ ソ ザ H Aと Sendai ウイル ス H N で は, こ の 部位は 出芽に
は 必要で は な い
1 8)4g〉
. 対照 的に Ro u sサ ル コ ー マ ウイ ル ス の 糖蛋
白質や ヒ ト 免疫不 全ウイ ル ス 1型の エ ン ベ ロ
ー プ蛋白質 で ほ ,
こ の 部位は ウ イ ル ス 粒 子 へ 取 り込 まれ るの に 不要 で ある と報告
され て い る
50)51}
図11に 本論文で述 べ た ウイ ル ス 粒 子形成過程を は じめ , イ ン
フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の 増殖過程 を模式図で示 した .
結 論
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 粒子形成過程に つ い て , 次 の 二 種
類 の 実験を行 っ た . 前半 の 実験で ほ 核内で合成 され た vRN P が
粒子形成 の た め に , 細胞質 へ 輸送 され る機構に つ い て 調べ た ･
後半の 実験 は細胞膜 で ウイ ル ス 粒子形成 が行わ れ る機構に 関す
るもの で , こ の 過程 で N A蛋白質 の N 末端部分 の 構造が どの
様な 役割を は たす か に つ い て解析 した ･
1 . 核内で 合成 され た ウイ ル ス R NA が, そ の 後細胞内を ど
の 様 に 移動す るか を 固定細胞 ノ ､イ ブ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン 法で 調 べ
た . m R N A は感染初期か ら細胞質 へ 輸送され る の に 対 して ,
vR N P は感染後 2時間は核に 止 ま っ た . そ の 後細胞質 へ 移動
し , 6時間に は約50%が 細胞質 へ 移動 した ･
2 . 粒子形成過程 に 障害を持 つ と考え られ た高温感受性変異
株 ts-51の 塩基配列解析 を行 い , こ の 株 は 第 7 ゲ ノ ム 分 節に
コ
ー ドされ る M l蛋白質 に 単 一 の ア ミ ノ 酸置換を持つ 事 を明 ら
か と した .
3 . ts-51 ウイル ス RN Aの 細胞内移動を 上 と同様 に 調べ た ･
非許 容温度下 で は 野性株 と異 な り , 感染 6 時間 と な っ て も
vR N Pの9 5% 以上 は 核 に 止 ま っ た ま ま で あ っ た . こ の 変 異
M l蛋白質の 細胞内分布も異常で , 大部分は 核内に 蓄積 し , 野



















































































































イ ン フ ル エ ソ ザ ウイ ル ス の 粒子形成
mR N Aの 核か ら細胞質 へ の 輸送 に は 異常 ほ な く , また M l蛋
白質の 安定性や合成量 に も異常 はなか っ た .
4 . 以上 よ り, Ml ほvR N Pの 核か ら細胞質 へ の 輸送 で機能
し , そ れ は vR N P-M l複合体を形成す る こ とに よ っ て な され る
こ と が 示 唆され た .
5 . ウ イ ル ス N A蛋 白質の N 末端 の 最初の 6 ア ミ ノ 酸(細胞
質部位)は膜か ら細胞質側(ま た は ウイ ル ス 粒子 内脛側)に 突き
出て い る が , こ の 部分の 配列は A 型 ウイ ル ス 間 で は 完全 に 保
存 され て い る . ま た こ れ に 続く 6 ア ミ ノ 酸 の 配 列(膜貫通部
位) の 保存性もよ い . こ れ らの そ れ ぞれ の 部位を B 型ウイ ル ス
の 相当する配列 に 置換 した 変異 N A遺伝子 を 合成 L , それ らを
第 6ゲ ノ ム 分節 とす る ウイ ル ス が 回収 され るか に つ い て ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ソ 実験に よ り調べ た . A 型 ウイ ル ス の 細胞質部位
の 配列が厳密 に 保存 され て い る に もか かわ らず , こ れ を B 塑の
もの に 変え て もウイ ル ス は 回収 され た . しか し , 細胞質部位を
A 型 , 膜貫通部位を B 型 に した もの で は ウ イ ル ス ほ 回 収さ れ
なか っ た . 両方 を B 型 にす る と ウイ ル ス ほ 回 収され た . 回収 さ
れ た ウイ ル ス で は感染力や , N A の 粒 子 内の 取 り込み が低下す
る事が多か っ た .
6 . 以上 よ り , こ れ ら 2 つ の 部位 の 構造 は感染性粒子形成に
対 して 重要な働きを し て い る こ と が示 され た . しか し, これ ら
の 部位の ア ミ ノ 酸配列そ の もの の 厳密性 が要求 される の では な
く t 二 次構造以上 の 構造が重要な の で あろ う .
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Key word$ influ en za viru S, n u Clear-CytOPlas mictr an SpOrt, m a扇 xpro tein, n e u raminidase,r e V er S egen etics
A bstr a(:t
h the e ar1y stage ofviru S aSSe mblyinin加 en za viru S-inftctedcells, the viru Sgen O mic R N A(VR N A)produ ced in the
n u cleusim m ediately ass ociates with viru S C OreprOteins, and dleri bonu cle oprotein c o mplex(VR N P)thusform ed in the
n ucle oplas mis b
.anSPOrted dlrO ughthe n uclearporeintothe cytosol, and thenintobudding viru Sparticleson theplas m a
m e mbr an e･ In the丘rstpart Ofthispaper･ n u Cle ar-CytOPlas mic transportofvR NPs wa s studiedby an alyzlng the disbibution
Of viralRN As in theinftctedc ells e mploylng an in sE(uhybridizadon teclm iquefbrdetectlng the mdirecdy･ In the c ells
inftcted withwild-typeViru S(A/WSN/33), VR N Ps(m ore than 90 %)stayedin the nu cle usduring thefirst2 hr afterthe
infectio n(pi), in c o ntrast to mRN As, Which w er e打an SpOrted into the cytos olrightafterinfectio n. vR NPs w erethen
けansported into the cytosol, abo ut50 %of the mpres entin the cytos o16hrpi･ T he sa m ean alyses w ereth nperfor m edusing
a te mperattu
.e-S e n Sitive(ts)m utanLts-51, Which w asis olated 魚･O m the W SN viru S and co ntains a m utatio nin the M segm ent
(the7 thgen o mic segm ent), andhasbee n co nsideredtoha ve adefbctin the viru S aSSe mblypr ocess･ nlen u Cle otide sequenc e
analysis w asperfbr m edto determin ethe mutado n sitein the M segm e ntofthe viru S触 t･
r
m is M segm entcontain edtw o
n ucleodde changes of T to C･ One of the mga verise tothe a mino acidchange ofphenyl alanineto serine at amin o acid
position79, While the other n u cleotide change W aS Silent･ It wa sthus c oncluded thatthe ts-Phe n otype ofthis viru S W aS
a血 butable tothis slngle amino acidchange Ofthe M lprotein･ W e thenfocusedo n the r ole of the M lproteininthe n ucle ar-
CytOPlas mic tran SpOrt Of the vR N Ps･ In the ts-5 1viru S-in 知tedcels at a n o- pe missiv ete mperattn e, m Or ethan 95% ofthe
VRN Ps re m ain ed in the n ucle us, e V e n at6hrpi and there after･ Byc o ntrast, the b




misdeftctinvR N P b･ an SpOrtW aSParti ally cured at alo w er te mperatur e･ In addidon, m O St Of the ts- M lprotein
W aSalso abn o rm ally acc um ulatedin the n u cle us at a no n-per missiv ete mperature, Whereasthe wild- MI protein w as
distri buted inthe cytosol as w e11asinthe n ucle us■ The synthesis and stability of 山e M Iprotein w er e n o t altered by the
m utation･ T hese observation s together wi th those reported by M artin and Helenius(1991)indic ated thatthe M lprotein
Participatedin the n uclear- CytOplas mic b
･
an SpOrt Of the vR N Ps･ lt w as s uggested thatthe M lpr otein w as ass ∝iated with
VRN Psin the nu cleusfbr m lng a POSible MトvRNP c o mple x, Which w asthe n transportedinto the cytosol･ T he c o mple x
C Ould be for med by the m utant M l, but w asdeftctiveinits tr an SpOrt蝕o mthe nu cleusto the cytos ol･ In the sec ondpar t Of
this paper･ the viru S aSS e mbly pr ocessin particularreglOnS Ofthe plas m a m e mbrane w asinv estigated. One c o nstituent in
thes e r eglOn S Which hasbee n c on sideredto beimportantin the ass e mbly proc ess,i the cytoplas mictail of the viru S
m e mbran eglyc oproteins, the N AorHAprotein ･ T he s eque nces ofthe N-te rminalnrst6a mino acids(the cytoplasmic tail)
a m C OnSe rv ed c o mpletely, and the n e xt6 amino acids(the tr an Sm em bran eregion)of the N Aprotein partial 1y am O ng9 N A
SubtypeS Of A-typeviru SeS･ T be signinc an Ce Ofthese c onse rv edsequ ences ofthe NAprotein w as analyzedbythe rev erse
genetic technique･ Replacing these c onserved egio ns of A/WSN/33NA ge newiththose of the B-tyPegene, the chim eric
NA gen es w ere co nst ru Cted in vitro･ andusedin the 廿an Sfbctionexperim ents to rec overthe re c o mbin ant Viru SeS Carrylng
theseN Agen es･ It w a sindicated thatbothsu ccessive r eglOnSPlayedimportan t rOlesin the for matio n of thein知 tive viru S
particles(in anypr OCeSSeSincludingin c orporation ofNAinto virions, Virio n asse mbly, budding, Orinfecdon). The st ru Ctural
fbaturesof these regions required forthe functio n(S)ar e n Ot the strict locadon ofeach a mino a cid, bu t也e o veral1(higheト
Order)s加 Cture, Which is shar ed byboth A- a nd B-tyPe NAproteins, andc onsdtuted by the cytoplas mictai1as w ellasthe
trans m e mbr an e reglO n.
